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LNX  protein  function  in  vivo  is  very  limited.  To  examine  the  role  of  LNX
proteins  in  regulating  NUMB  function  in  vivo,  we  generated  mice  lacking
both  LNX1  and  LNX2  expression  in  the  brain.  Surprisingly,  these  mice  are
healthy,  exhibit  unaltered  levels  of  NUMB  protein  and  do  not  display  any
neuroanatomical  defects  indicative  of  aberrant NUMB  function. Behavioural
analysis  of  LNX1/LNX2  double  knockout  mice  revealed  decreased  anxiety­
related  behaviour,  as  assessed  in  the  open  field  and  elevated  plus  maze
paradigms.  By  contrast,  no  major  defects  in  learning,  motor  or  sensory
function  were  observed.  Given  the  apparent  absence  of  major  NUMB
dysfunction  in  LNX  null  animals,  we  performed  a  proteomic  analysis  to
identify  neuronal  LNX­interacting  proteins  other  than  NUMB  that  might
contribute  to  the  anxiolytic  phenotype  observed.  We  identified  and/or
confirmed  interactions  of  LNX1  and  LNX2  with  proteins  known  to  have
presynaptic and neuronal signalling functions, including the presynaptic active
zone constituents ERC1, ERC2 and LIPRIN­αs (PPFIA1, PPFIA3), as well as
the  F­BAR  domain  proteins  FCHSD2  (nervous  wreck  homologue)  and























DKO Lnx1 ;Lnx2  double knockout


























































degradation [ 8, 14 ], while LNX­mediated ubiquitination of CLAUDINS and
CD­8α appears to cause their internalization from the cell surface, via endocytic










gene  structure  showing  the  alternative  promoters  (large  arrows)  and  splicing
events  (thin  lines)  that  generate  the  non­neuronal  p80  and  the  neuronal  p70  and




neuronal  transcripts,  is  deleted  and  replaced  by  a  neomycin  resistance  cassette.
Arrowheads  show  the  locations  of  translation  initiation  ATG  codons  for  the
indicated protein  isoforms. Small arrows  in a, b  indicate positions of genotyping
primers.  b  Schematic  of  Lnx2  wild­type,  floxed  and  knockout  alleles.  Exon  2,
which  contains  the  ATG  codon  for  the  initiation  of  LNX2  translation,  was  first
flanked  by  loxP  sites  and  then  deleted  through  Cre­mediated  recombination  to
generate  the  knockout  allele  used  in  this  study.  HindIII  restriction  sites  are
indicated by  the  letter H,  and  the grey bar  indicates  the  probe used  for  southern
blotting (not  to scale). c, d Domain  structures of LNX1 and LNX2 proteins. The
LNX1 p70 and p62 isoforms that lack the catalytic RING domain are expressed in
the  central  nervous  system.  The  NPAY  and  NPAF  motifs  in  LNX1  and  LNX2
respectively are involved in binding NUMB while both proteins contain four PDZ
domains.  e  Southern  blot  verifying  correct  Lnx2  gene  targeting.  A  HindIII
restriction site in the targeting construct results in a shorter 5.5­kb fragment being
generated upon HindIII digestion of genomic DNA from  three  correctly  targeted
ES  cell  clones  (1,  2,  3),  compared  to  the  parental  ES  cells  (C).  f  PCR­based
genotyping  of  wild­type  (WT),  Lnx1 /Lnx2   (DHET)  and  Lnx1
/Lnx2  (DKO) mice analysed by agarose gel electrophoresis. Using  the primer
pairs indicated in a, b above, Lnx1 and Lnx2 WT and KO alleles were detected in
separate  PCR  reactions. g, h  Elimination  of  LNX1  and LNX2  proteins  from  the
brains of Lnx1/Lnx2 DKO mice confirmed by western blotting of brain lysates (left
panels)  and  immunoprecipitates  (right  panels)  from  WT  and  DKO  mice.
Immunoprecipitation was performed using an antibody that recognizes both LNX1
and LNX2. g Immunoblotting using an anti­LNX1 antibody that cross reacts with
LNX2  does  not  detect  LNX  proteins  directly  in  brain  lysates  at  any  of  the








































































































































































































































































































































































Lnx1 ; Lnx2  mice (DKO mice) [ 28 ]. Genotyping was performed by








































































Unaltered  NUMB  levels  and  normal  subventricular  zone  (SVZ)  development  in
Lnx DKO mice. a Protein levels of NUMB isoforms in brain lysates prepared from
P1  WT  and  DKO  mice  were  analysed  by  western  blot.  Blotting  for  vinculin
verified  equal  protein  loading  in  each  lane.  b  Quantification  of  the  levels  of
individual  NUMB  isoforms.  No  significant  changes  in  NUMB  protein  levels  in
DKO mice were detected for any isoform, as assessed by Student’s t test. n = 4. c
Low­magnification  view  of  the  SVZ  of  P8  WT  and  DKO  mice  stained  for  the
ependymal cell marker FOXJ1. Scale bar = 100 μm. d Co­staining of P8 WT and
DKO  SVZ  for  FOXJ1,  DAPI  and  GFAP.  Arrowheads  indicate  examples  of
FOXJ1 /GFAP   double­labelled  cells.  Scale  bar  =  μm.  e  Quantification  of  the
proportion  of  FOXJ1   ependymal  cells  that  are  also  GFAP .  There  are  no
significant differences between WT and DKO mice as assessed by Student’s t test.
n = 3. f Co­staining of P4 WT and DKO SVZ for LNX2 and DAPI. Any staining









































































female  mice.  b  Effect  of  LNX1/LNX2  genotype  on  body  weight  gain  during
postnatal  development.  Body  weights  of  mice  were  recorded  weekly  for  the
duration of the study. Initially, body weights were not different between genotypes
of either sex. However, from 5 and 3 weeks of age respectively, DKO male (left)









p = 0.2813; Fig.  5 a) or average speed of movement (F  = 1.255, p = 0.2993;
Fig.  5b). However, one­way ANOVA indicated a significant overall effect of
















observed (F  = 0.1019, p = 0.9034; Fig.  5 e).
Fig. 5
Effect  of  Lnx  genotype  on  spontaneous  locomotor  activity  and  anxiety­related
behaviour  in  the open  field  task. Mice of  the  indicated genotypes were placed  in
the centre of the arena and allowed to move freely for 10 min. Distance travelled
(a)  and velocity  (b) were  analysed  as  indices  of  general  locomotor  activity.  The
number of  entries  into,  and amount of  time  spent  in,  the  centre  (c, d) versus  the
corners (e, f) of the open field arena were monitored as indicators of differences in
anxiety­like  behaviour. n  =  10–13/group.  *p  <  0.05,  **p  <  0.01,  ***p  <  0.001;
one­way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test
With regard to females, significant overall differences between genotypes were















corner entries (F  = 4.262, p = 0.0232; Fig.  5 e) and time spent in the corners













































Effect  of  Lnx  genotype  on  anxiety­related  behaviour  in  the  elevated  plus  maze.
Mice  of  all  genotypes  were  tested  for  6  min  on  the  elevated  plus  maze.  a
Percentage of  entries  into  the  open  arms, b  percentage  of  entries  into  the  closed
arms, c  total  arm entries, d  time  spent  in  the  open  arms  and e  time  spent  in  the
closed arms are  shown.  Increased entries  into, and  time spent  in  the open versus
the closed arms are indicative of reduced anxiety­like behaviour. The total number











number of entries were observed (F  = 3.284, p < 0.0509; Fig.  6 c). One­way
ANOVA revealed a significant effect of genotype on the percentage of entries















to first enter the dark compartment (F  = 0.07835, p = 0.9248; Fig.  7 a),




(F  = 0.9406, p = 0.4012; Fig.  7 a) or total number of light–dark transitions





Effect of Lnx  genotype  on  anxiety­related  behaviour  in  the  light/dark  box. Mice
were  placed  in  the  lighted  compartment  of  the  light–dark  box  apparatus,  and










































motor  skill  learning  and  coordination  in  the  accelerating  rotarod  test. Male  (left)
and  female  (right)  mice  of  the  indicated  genotypes  were  placed  onto  an
accelerating rotarod, and their latency to fall was measured in three trials per day,
for  three  consecutive  days.  There  were  no  significant  differences  between
genotypes for either sex on any of the days as assessed by repeated measures two­
way  ANOVA.  Improved  performance  on  days  2  and  3  is  indicative  of  normal
motor  skill  learning  in  the  task  (see  text).  n  =  9–13/group.  b  Analysis  of
spontaneous alternation behaviour in the Y­maze. Total entries into the arms of the
maze were measured as an index of locomotor activity in the task. The number and
percentage  of  alternations—instances  where  the  mouse  visits  all  three  arms  in
sequence—were monitored  as  a measure  of  short­term  spatial  working memory.





































































 Erc1 7959 ELKS/Rab6­interacting/CAST familymember 1 DQDEEEGIWA
 Ppfia3 4094 Liprin­alpha­3 DGVSVRTYSC
 Erc2 2235 ELKS/Rab6­interacting/CAST familymember 2 DQDDEEGIWA
 Lrrc16a 2180 Leucine­rich repeat­containing protein16A EEAEKEFIFV
 Fchsd2 2109 FCH and double SH3 domains protein 2 KMEDVEITLV
 Ppfia4 1549 Liprin­alpha­4 EPSTVRTYSC
 Fermt2 1467 Fermitin family homologue 2 MFYKLTSGWV
 Ppfia2 1441 Liprin­alpha­2 DNSTVRTYSC
 Ppfia1 1358 Liprin­alpha­1 DSATVRTYSC
 Ppp2r5d 968 Protein phosphatase 2A B56 deltasubunit TGSRNGREGK
 Prkcc 843 Protein kinase C gamma type PTSPVPVPVM
 Akap11 792 A­kinase anchor protein 11 ANRLQTSMLV






 Pafah1b1 710 Platelet­activating factoracetylhydrolase IB subunit alpha DQTVKVWECR
B. GST­LNX2­PDZ2­interacting proteins purified from mouse brain lysates
 Erc1 3181 ELKS/Rab6­interacting/CAST familymember 1 DQDEEEGIWA


















 Lrrc16a 2270 Leucine­rich repeat­containing protein16A EEAEKEFIFV
 Fchsd2 1938 FCH and double SH3 domains protein 2 KMEDVEITLV
 Srgap2 1935 SLIT­ROBO Rho GTPase­activatingprotein 2 PQATDKSCTV
 Akap11 1576 A­kinase anchor protein 11 ANRLQTSMLV
 Fermt2 1287 Fermitin family homologue 2 MFYKLTSGWV
 Erc2 1139 ELKS/Rab6­interacting/CAST familymember 2 DQDDEEGIWA
 Atp2a2 1125 SERCA2B of sarcoplasmic/endoplasmicreticulum Ca  ATPase2 DTNFSDMFWS
 Rrbp1 1059 Rrbp1 ribosome­binding protein 1isoform a GSSSKEGTSV
 Kazn 560 Isoform 1 of Kazrin GYGSLEVTNV
 Eml3 549 Eml3 echinoderm microtubule­associated protein­like 3 SLSPASSLDV
 Prkar1b 507 cAMP­dependent protein kinase type I­beta regulatory subunit RYNSFISLTV
 Prkar1a 504 cAMP­dependent protein kinase type I­alpha regulatory subunit QYNSFVSLSV
































Verification  of  the  ability  of  candidate  interacting  proteins  to  bind  full­length
LNX1 and/or LNX2. Selected proteins that co­purified with either LNX1­PDZ2 or
LNX2­PDZ2 from brain  lysates were  tested  for  their ability  to  interact with  full­
length, GFP­tagged LNX1 and/or LNX2 constructs following co­transfection into
ssHEK293  cells.  Following  a  GFP  ‘pull­down’  assay,  LNX­interacting  proteins
were  detected  by  western  blotting  via  either  a  FLAG  epitope  tag  or  using  an







































promotes an undifferentiated progenitor cell fate [ 29, 30 ], but at later
developmental stages or in other cellular contexts, NUMB has been shown to























































































































































































































embryogenesis [ 52, 53, 54 ]. The relatively mild phenotype of Lnx DKO mice
suggests that mammalian LNX proteins do not have analogous functions to fish
LNX2b. While our findings do not provide evidence of a major role for LNX in
regulating NUMB during mammalian CNS development, we cannot exclude a
subtle role. An unexpected function for LNX proteins in the regulation of
anxiety­related behaviour has been revealed. However, the molecular
mechanisms and the brain regions underlying this behavioural phenotype need
further investigation in order to gain a more complete understanding of LNX
protein function in vivo.
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